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論 文 内 容 要 旨
CytochromeP450(CYP)3A4は肝臓や小腸に主に発現している最も代表的なヒト薬物代謝酵素であり,
臨床上使用される医薬品の半数以上の代謝に関わっている｡CYP3A4はまた,医薬品などの外来異物に
加えて内因性物質の酸化も触媒する｡CYP3A4とそのマウスホモログであるCYP3Allは,胆汁酸合成
過程の中間体の生成ならびにヒト血中に存在する4β-ヒドロキシコレステロールの生成を介してコレス
テロール代謝に関わることが報告されている｡しかしながら,コレステロールホメオスタシスにおける
cYp3A酵素の寄与の程度やその生理的意義は明確になっていない｡
細胞内のコレステロールホメオスタシスには転写因子sterolregulatoryelement-bindingprotein-2
(SREBP-2)が重要な働きを担っていることが知られている｡SREBP-2は,細胞内のコレステロールレ
ベルが低下すると活性化され,コレステロールの取り込みや合成に働く種々の遺伝子の発現を冗進する｡
このことからSREBP-2は,コレステロー ルホメオスタシスのマスター制御因子と考えられている0
食事による栄養状態の変化はCYP発現レベルに影響することが知られているが,そのメカニズムはほ
とんどわかっていない｡近年,本研究室では,マウスを低コレステロール食 (LCD:lowcholesteroldiet)
で飼育すると,肝Cyp3all発現レベルが低下することを見出した｡cYp3Aがコレステロール代謝に関与
することから,この結果は細胞内のコレステロールレベルとCYP3A発現レベルの関連性を示している
と考えられた.そこで本研究では,LCD摂取に伴うマウスの肝Cyp3all発現レベルの低下に,コレステ
ロール応答性転写因子であるSREBP-2が関与しているか否かを解析した.
1.SREBP-2を介したマウス肝Cyp3all発現抑制メカニズムの解明
コレステロール摂取量が減少した状態で,マウス肝Cyp3all発現レベルが低下し,肝SREBP-2が
活性化されているか否かを明らかにするために,マウスをLCDで飼育しCyp3all発現レベルおよび
SREBP-2の活性化状態を解析した｡その結果,LCDを摂取させたマウスの肝臓では,controldiet(CD)
を与えたマウスと比べてCyp3all発現レベルが著しく低下し,またsREBP-2は活性化されていた.吹
に,SREBP-2がCyp3all転写調節に影響を及ぼすか否かをレポーターアッセイにて解析したところ,
SREBP-2の過剰発現はマウスCyp3allプロモーター上流-1581から-1524の領域を介してレポーター活
性を減少させた.そしてこの領域をコンピューター解析により精査したところ,SREBP-2結合モチーフ
は存在しなかったが,肝機能に関わる遺伝子および種々のCYP遺伝子の恒常的な発現に重要な転写因子
hepatocytenuclearfactor4oL(HNF-4α)の結合モチーフであるdirectrepeatseparatedwithonenucleotide(DRl)
モチーフの存在が確認された.そこでelectrophoreticmobilityshiftassayならびにDRlモチーフを含むオ
リゴヌクレオチ ドを結合させたレジンを用いたDR卜afnnityassayにより,DRlモチーフ-のHNF-4α
およびsREBP-2の結合を確認したところ,両実験においてDRlモチーフ-fNFl4αは直接結合したが,
SREBP-2は結合しなかった｡続いて,SREBP-2を介したCyp3all発現抑制におけるDRlモチーフの寄
与を解析するために,DRlモチーフ-変異を導入したコンストラクトあるいはDRlモチーフを欠失した
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コンストラクトを用いてレポーターアッセイを行ったところ,SREBP-2を介したレポーター活性の減少
は完全に消失した｡これらの結果から,SREBP-2はDRlモチーフ-直接結合することなく,そのモチー
フ-結合したtNF-4cLによるCyp3allの転写IJtJ進作用に干渉することで,Cyp3all発現に対して抑制的
な効果を示しているものと考えられた｡
次にSREBP-2がffNF-4αと直接相互作用するか否かをpul-downassayにより解析した｡その結果,
SREBP-2はHNF-4αと直接相互作用した｡一方,SREBP-2がDRlモチーフに結合したtrNF-4αと相互
作用することができるか否かをDR1-a銃nityassayおよびpul-downassayにより解析したところ,DRl
モチーフに結合したHNF-4αにSREBP-2は結合できなかった.これらのことからSREBP-2はHNFl4cL
-の直接的な結合以外のメカニズムを介してCJP3all発現を抑制しているものと考えられた.そこで
次に,HNF-4αを介した転写活性化に重要なコアクチベーターperoxisomeproliferator-activatedreceptorγ
coactivator-1α(PGC-1α)に注目して,SREBP-2がHNF-4αとpGC-1αとの相互作用に影響を与えるか否
か解析した｡その結果,pul-downassayおよびDRl-afBnityassayにおいて,frNF-4αとpGC-1αの直接
的な相互作用が認められたが,その相互作用はSREBP-2の存在下では抑制された｡続いて,SREBP-2
がpGC-1αと相互作用するか否かpul卜downassayおよび共免疫沈降法により解析したところ,SREBP-2
はその転写活性化 ドメインを介してPGC-1αと直接相互作用し,HNF-4cLとpGC-1αの相互作用を抑制
することが示された｡この結果と一致して,転写活性化 ドメインを欠失したsREBP-2を用いたレポーター
アッセイでは,SREBP-2によるCyp3all転写活性の減少は認められなかった｡また,PGC-loLの過剰発
現により,SREBP-2のレポーター活性の低下作用は消失し,逆に転写活性は増強した｡最後に,実際に
染色体上でCyp3allのDRlモチーフ-fNF-4αが結合するか,そして,そのfrNF-4α-のPGC-1αの結
合はコレステロール摂取量によって影響を受けるか否かを明らかにするために,CDまたはLCDを与え
たマウスの肝臓を用いてクロマチン免疫沈降を行ったoその結果,Cyp3allのDRlモチーフ-のHNF-
4αの特異的結合がCDまたはLCDを与えたマウスで共に諸められ,そのバンド強度は同程度であった｡
一方,DRlモチーフ-のPGC-1αの特異的結合は,CDを与えたマウスに比べて,LCDを与えたマウス
で著しく減弱していた｡
2.SREBP-2を介したヒトCYP3A4発現の制御メカニズムの解明
ヒトCYP3A4の恒常的な発現は,Cyp3all同様にHNF-4αが重要な働きを担っていることがわかって
いる.そこで,CYP3A4の発現もSREBP-2によって抑制的に制御されているかどうか解析したOヒト
CYP3A4のHNF-4α結合サイ トに関しては,Xenobiotic-responsiveenhancermodule(XREM)と呼ばれる領
域 (-7.8kbから-7.2kb)に1つ,そしてconstitutiveliverenhancermoduleofCYP3A4(CLEM4)と呼ばれ
る領域 (-ll.4kbから-10.5kb)に2つ (5'側から順に#1,#2)報告されている｡そこでこのCLEM4を含
む111862から-10423までの領域 (CLEM領域),xREMを含む-7820から-7204までの領域 (.mEM領
域)を含む各種レポーターコンストラクトを用いてレポーターアッセイを行った｡その結果,SREBP-2
の過剰発現はCLEM領域を介してレポーター活性を減少させることが明らかとなったo続いて,CLEM
- 53-
領域に存在するHNF-4α結合サイ トがsREBP-2による抑制に関与しているか否かを,XREM領域および
CLEM領域に存在するHNF-4α結合サイ ト-変異を導入したレポーターコンストラクトおよびSREBP-2
またはIiNF-4α発現プラスミドを用いて解析した｡その結果,CLEMに存在するHNF14α結合サイ ト
#2がCYP3A4の恒常的な発現とSREBP-2による抑制に中心的に関わっていることが示された｡さら
に,CLEM領域内には,既知のHNF-4α結合サイト以外にSREBP-2を介したCYP3A4発現抑制に関与す
る領域が存在する可能性が示された.そこで,CLEM領域を段階的に欠失させたレポーターコンストラ
クトおよびSREBP-2またはtrNF-4α発現プラスミドを用いてレポーターアッセイを行った｡その結果,
CLEM領域内の-11064から-10994までの領域に新規fNF-4α応答領域が,そして110830から-10626
までの領域にSREBP-2による抑制に関係する領域が存在する可能性が示された｡最後に,SREBP-2に
よるCYP3A4の発現抑制がCyp3allの場合と同様のメカニズムであるか否かを確かめるため,SREBP-2
を介したcYp3A4発現抑制-のPGC-loL過剰発現の影響を解析したところ,PGC-1αの過剰発現は,
SREBP12を介したレポーター活性の減少作用を消失させたが,CJP3allの場合とは異なり,さらなる転
写冗進作用を示さなかった｡
以上,本研究では,マウスにおいてコレステロール摂取量の低下により活性化されたsREBP-2は,
PGC-1αと直接相互作用することで,CJP3allのDRlモチーフに結合したHNF-4α-のPGC-1αのリク
ルートを抑制し,その結果として肝 Cyp3all発現レベルを低下させることを明らかにした (Fig.1.)｡また,
ヒト肝CYP3A4の発現においても,SREBP-2は転写抑制因子として働いている可能性が示されたが,そ
の抑制メカニズムはCyp3allと異なることが示唆された｡
Normalcholesterolintake Limitedcholesterolintake
Fig.1.PossiblemechanismfortheSREBP12-mediatedsuppressionofCyp3allexpression.
Inmouseliversareducedintakeofcholesterol,SREBP-2isactivatedandtranslocatedintonucleus,whereit
interactswithPGC-IoLtOreducetheHNF-4α一mediatedtransactivationofCyp3all.
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審 査 結 果 の 要 旨
cYp3A4とそのマウスホモログであるCYP3Allは,胆汁酸合成過程の中間体の生成ならびにヒト血中
に存在する4β-ヒドロキシコレステロールの生成を介してコレステロール代謝に関わることが報告され
ている｡しかしながら,コレステロールホメオスタシスにおけるCYP3A酵素の寄与の程度やその生理
的意義は明確になっていなかった｡sterolregulatoryelement-bindingprotein-2(SREBP-2)は,細胞内のコ
レステロールレベルが低下すると活性化され,コレステロールの取り込みや合成に働く種々の遺伝子の
発現を冗進する｡このことからsREBP-2は,コレステロールホメオスタシスのマスター制御因子と考
えられている.そこで本研究では,LCD摂取に伴うマウスの肝Cyp3all発現レベルの低下に,コレステロー
ル応答性転写因子であるSREBP-2が関与しているか否かを解析した｡その結果,SREBP-2はDRlモチー
フ-直接結合することなく,そのモチーフ-結合したHNF-4αによるCyp3allの転写克進作用に干渉す
ることで,Cyp3all発現に対して抑制的な効果を示す,また,その転写活性化 ドメインを介してPGC-1α
と直接相互作用し,HNF-4αとPGC-1αの相互作用を抑制することを明らかにした.
次ぎに,CYP3A4の発現もSREBP-2によって抑制的に制御されているかどうか解析した｡その結果,
cLEMに存在するfNF-4α結合サイ ト#2がcyp3A4の恒常的な発現とSREBP-2による抑制に中心的
に関わっていること,さらにCLEM領域内には,既知のHNF-4α結合サイ ト以外にSREBP-2を介した
cYp3A4発現抑制に関与する領域が存在する可能性が示した｡
その結果,本研究では,マウスにおいてコレステロール摂取量の低下により活性化されたsREBP-2は,
pGC11αと直接相互作用することで,CJP3allのDRlモチーフに結合したffNF-4cL-のPGC-1αのリク
ルートを抑制し,その結果として肝CJP3all発現レベルを低下させることを明らかにしたoまた,ヒト
肝CYP3A4の発現においても,SREBP-2は転写抑制因子として働いている可能性を示し,その抑制メカ
ニズムはCyp3allと異なることが示唆した｡
よって,本論文は博士薬学の学位論文として合格と認める｡
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